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　　　Xenoantiserum　highly　specific　for　rat　Thy－1　antigen（ABS）was　prepared　by　immullizing　rabbits　with
partially　puri丘ed　rat　brain　Thy－1　antigen，　This　antiserum　reacted　with　majority　of　rat　thymQcytes，
appro幻mately　30％of　bone血arrow　cells　and　10％of　spleen　cells．　When　anatomical　localization　of　ABS－
reacted　cells　within　the　rat　thymus　was　examined　by　immunoperoxidase　staining，　thymocytes　IQcated　in
the　thymic　cortex　were　intensely　stained，　Electron　microscopic　ohservations　were　made　on　bone　morrow
cells，　and　Thy－1　antigen　was　detectable　on　lymphocytic　and　immature　blast　cells，　but　not　oll　mature
nucleated　erythrocytes　and　granulocytes　containing　peroxidase－positive　cytoplasmic　granules．　We　used
the　radioi皿munoprecipitation　technique　and　reacted　ABS　with　various　rat　lymphQid　cell　lysates　that　had
been　labeled　by　sodium　3H－borohydride　after　periodate　oxidation　and　by　lactoper．oxidase　catalyzing　1251－
iodination．　SDS－P．AGE　analysis　of　the　immunoprecipitates．showed　that　ABS　reacted　with　a　24，000－
27，000mo1，　wt．　component　from　rat　thymus　and　bone　marrow　cell　lysates，　that　cQuld　be　bound　to　a
Sepharose－4B　column　coupled　with　Lens　culinaris　hemagglutinin　and　that　could　be　labeled　by　sodium
3H－borohydride，　suggesting　that　it　is　a　sialoglycoprotein．　The　ilnmunological　functiQn　of　Thy－1　positive
spleen　cells　was　investigated　and　it　was　found　that　Thy－1　was　expres．sed　on　NK　cells　as　well　as　on
precursor　cells　Qf　Con　A　activated　suppressor　cells　but　not　on　cells　respo皿ding　ill　a　allogeneic　mixed
Iymphocyte　interaction．　　　　　　　　（Received　September　12，1980　and　Accepted　October　27，1980）
1　緒 言
　中枢神経系．は従来免疫学的監視機構の及ばないim－
munologically　privileged　site1）と考えられていたが，完
全なものではなく免疫学的監視機構の影響をうけているこ
とが明らか．となってきている2～4）．さらに生体のホメオス
ターシスの維持の一翼をになう免疫機構は生体の統御機構
である神経系，内分泌系と密接に関係して作用しているこ
とが明らかにされつつある5・6）．これらの事実は脳と胸腺
に共通抗原が存在するという報告7β）とあいまって興味ぶ
かい。この共通抗原であるThy－1抗原はマウスではTリ
ンパ球全般のマーカーとして存存する9）けれども，ラット
におけるThy－1抗原はマウスと異なる組織分布を示し1。），
Tリンパ球の特定の亜群に存在するばかりで．なく，骨髄の
造血幹細胞や，Bリンパ球の前駆細胞にも．分布しているこ
とが明らかになってきている11酎13），著者らはラット脳組
織より部分精製したThy－1抗原をウサギに免疫して得た
抗Thy－1抗血清を用いて，ラットリンパ造．血組織におけ
るThy－1抗原の分．布とThy－1抗原陽性脾細胞の免疫学
的機能につき検討した．さらにTyh－1抗原の免疫化学的
性状について検討を加えた．
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2・1実験動物
2実験方法
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Wistar－King－Aptekman（WKA）系およびACI系の
近交系ラットおよびC57BL／6系およびAKR系の近交系
マウス2～3ヵ月の雌雄の成体を用いた．
2・2　抗　血　清
　Barclayθ頗ム1Q）の方法に準じてラット脳Thy－1　glyco－
proteinsを部分精製した．脳組織ホモジネートを10，000G
30分間遠心し上清をさらに100，000G1時間遠心し膜分画
を得た．膜ペレットをホモジナイザーで処理後，Lowry
法14）にて蛋白量を測定し12mg／d♂の濃度にphosphate
bu旋red　saline（PBS），　pH　7．2に浮遊した．等量の4％
LubrQI　PX（半井化学，京都）を加えた後4℃にて12時間
撹伴し，100，000G1時間遠心後ペレヅ1・をPBSに浮遊し
1箔Sodium　deoxycholate（DOC：Sigma　Chemical　Co．，
St　Louis，　Mo）を等量加えた．混合物を4。C　1時間撹伴して
から100，000G1時間遠心し上清を集めた．　Lens　culinaris
hemagglutininを結合させたSepharose－4Bカラム
（LcH：Pharmacia　Fine　Chemicals）をあらかじめPBS
に溶解した0．5傷DOCにて平衡状態に維持し，前述の上
清を加えた．カラムに結合した糖蛋白を0．2傷DOC溶液
に溶解した4％α一methy1－D－mannoside（Sigma　Chem－
ical　Co．，　St　Louis，　Mo）を加え溶出した15）．溶出した糖
蛋白をSephadex　G－150でゲル分画を行い，分子量2万
から5万の分画を集め，蛋白量が400μg／m♂になるよう調
節した．ウサギを400μ9の糖蛋白で2週間毎7回免疫し
た．最初の3回はFreund’s　complete　adjuvantとともに
筋肉内に注射し，他の4回はFreund’s　incomplete　adju－
vantとともに皮下に注射した．最終免疫より5日後に全
採血し，56。C　30分間処理し非働化した．血清をラット赤
血球とSyngeneic　sarcoma　cellsにて111の容：量で1回
4℃30分間吸収した．この抗血清を抗うット脳Thy－1血
清（ABS）として使用した．特異性に関しては一部既に報
告している16）．
2・3　培養液と細胞浮遊液
　培養液はRPMI　1640（Gibco　Laboratories），10傷FBS
（Fetal　bovine　serum；Flow　Laboratories），　penicillin
loo　IU／m♂，　streptomycin　looμ9／m♂，　pH　7，2に調節し
た．胸腺，．脾臓，リンパ節をハサミで小片に細切し，これを
2枚のスライドグラス間にはさんで圧迫した後，200mesh
stainless　steel　screenを通した．骨髄細胞は両側大腿骨
の両端を切断し，21gageの注射針を用いて細胞を流し出
し，上記screenを通した．死細胞や赤血球は，　Ficoll－
CQnray（d＝1．090）比重遠心法にて除去した．　PBSで3回
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洗浄し一定の細胞数に調整してPBS又は培養液に浮遊
した．
2・4　螢光抗体法とペルオキシダーゼ酵素抗体法
　細胞表面抗原と抗血清との結合を間接蛍光抗体法により
検討した17）．2次血清はFluorescein　isothiocyanate結
合抗ウサギIgGヤギ血清（Miles　Laboratories）を用い
た．5x106／m♂になる様にPBSに浮遊した細胞浮遊液
100μZに8倍希釈のABS　50μZを加え4。C　30分間反応
後，冷PBSで洗浄し，5倍希釈2次血清を50μZ加え4℃
30分間反応させた後冷PBSで3回洗浄した．細胞をグリ
セリンPBSに浮遊させ，スライドグラスに包埋してLeiz
Ortholux　II落二型蛍光顕微鏡にて膜蛍光陽性細胞数（％）
を調べた．
　ペルオキシダーゼ酵素抗体法の場合にはクライオスタッ
トで4μmの厚さに胸腺の凍結切片を作言し，切片を冷
95弩エタノールで3分間固定後乾燥してから8倍希釈
ABSで切片を被い，室温で30分間反応させた，その後日
PBSで5分間ずつ3回洗浄し，次いで20倍希釈ペルオキ
シダーゼ結合抗ウサギIgGヤギ血清（Miles　Laborator三es）
で同様に反応を行った．切片を同様にPBSにて洗浄し，
Graham　and　Karnovskyの方法18）に準じてペルオキシ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ダーゼ反応基質液（0．01％H202加3，3’一diaminobenzidine
飽和液，pH　7．6）中で7分間反応，発色させた．反応後冷
PBSで3回5分間ずつ洗浄後，核染色のために0．2％メチ
ルグリーン溶液で1～2分間染色し，ブチルアルコールで3
回脱水し，キシロールで透徹，BiQleitで封入，観察に供
した．
2・5　免疫電子顕微鏡的観察
　骨髄細胞浮遊液とABSを4℃30分間反応させ，　PBS
で2回洗浄した．ペルオキシダーゼ結合抗ウサギIgGヤ
ギ血清で同様に反応させ洗浄した後0．1Mリン酸緩衝液で
pH　7．4に調整した2．5％グルタールアルデヒド液で4℃1
時間固定した．上述したごとくペルオキシダーゼ反応基質
液で室温にて1時間発色させ0．！Mリン酸緩衝液で1時間
洗浄後，2傷オスミウム酸で2時間後固定を行った．脱水
ののちエポン包埋，LKBミクPトームで超薄切片を作製，
酢酸ウラニルとクエン酸鉛の2重染色の後，JEM－100　C透
過型電子顕微鏡により観察を行った．
2・6Protein　Aの1251による標識
　Protein　A（Pharmacia　Fine　Chemicals）の1251によ
る標識はクロラミンT法19）により行った．25μgのPro－
tein　Aと10μ9のクロラミンTに0．5　mCiのNa　1251
（Radiochemical　Center　Ltd．〉を加え室温にて2分間反応
させた・反応は250μgNaHSO3と1mg　KIを加え停止
させ，Sephadex　G　50カラムにて標識Protein　Aを分離
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した．
2・7　Antibody・binding　inhibition　assay
　80倍希釈のABSlccを5x106，5×107，5×108個の
脾，骨髄，リンパ節又は胸腺細胞で4。C　30分間吸収し，
1，000G2分間遠心し上清を得た．100μ♂の80倍希釈
ABSと5x106個／100μZの胸腺細胞を4。C　30分間反応さ
せ，PBSで2回洗浄後20　ngの1251－Protein　Aを加え
4℃で45分間反応させPBSで2回洗浄し，細胞と結合し
たγ線の放射線量をPackard　gamma　counterで測定し
た．この値を100％とし，種々の細胞で吸収したABSと
胸腺細胞との結合の値から次の式で吸収活性（％inhibi－
tion）を求めた．
　％inhibition＝
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2・8細胞膜表面のシアル酸の3Hによる標識
　細胞表面のシアル酸はGahmberg　and　Andersson20）
の方法に準じperiodate－tritiated　borohydrideにより標
識した・1×107個の胸腺，骨髄又はリンパ節細胞を1mM
の過ヨウ素酸で4℃10分間処理し，PBSにて3回洗浄後
1m1のPBSに再浮遊した．これに4mCiのsodium　3H－
borohydride（RadiocheInical　Center　Ltd．）を加え室温に
て30分間反応を行った．1mMのphenyl－methyl－sul－
fonyl　fluoride（PMSF：Sigma　Chemical　Co．）を含んだ
PBSで3回洗浄し，2傷Lubrol　PXを含むPBS　2　m♂を
加え4℃1時間反応させ，標識細胞膜を可溶化した．混合
物を4，000G30分間遠心し，上清を1mM　PMSFを含ん
だPBSに透析した後，ミリポアフィルターを通過させ，
後述するradioimmunoprecipitation（RIP）の実験に用
いた．
2・9　細胞表面蛋白の1251による標識
　1～2×108個／m♂の脾，胸腺又は骨髄細胞に100μ♂の
lactoperoxidase（2　mg／mZ，　Sigma　Chelnical　Co．）と1
mCiのNa　125工を加えた21）．3分間ごと4回0．03％過酸
化水素水を100μZずつ加えた・計12分間室温で反応させ
た後250G10分間遠心し，50　m♂のPBSにて洗浄後1m♂
の2％Lubrol　PXを含んだPBSを加え，4℃1時問反
応させ標識細胞膜を可溶化した，4，000G15分間遠心し
た上清をミリポアフィルターを通し，さらにLcHカラム
に加えて標識糖蛋白を精製した．カラムに結合した標識糖
蛋白を4弩α一methyl－D－mannosideで溶出した・溶出液
を0．2傷Lubrol　PXを含んだPBSにて透析し，　RIPの
実製に用いた．
2・10RIPとポリアクリルアミドゲル電気泳動
　10万cpmの標識細胞表面蛋白と8倍希釈のABS　100μ1
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を反応させた．対照群として8倍希釈の正常家兎血清を用
いた・37℃で30分間，又はさらに4℃で20時間反応後，
抗原抗体複合物に10傷Staphylococcus　aureus　Cowan　I
（The　Enzyme　Center　Inc．）を300μ1加え37℃1時間反
応させ免疫沈降させた．沈降物を0．2％Lubrol　PXを含
んだPBSにて3回洗浄し，5傷2－mercaptoethanolと
2駕SDS 含んだ50　mM　Tris－HC1（pH　7．0＞の200μZ
に溶解し4分間100℃の水槽の中で加熱した後4，000G20
分間遠心し上清を0，1％SDS－10％polyacrylamide　tube
ge1（SDS－PAGE）で泳動した23）．電気泳動はtube当り
3mAで行い，　bromophenol　markerがgelの下端に達し
た所で終了した．染色は0．025％Comassie　brilliant　blue
R－250，45．4％methanol，9傷glacial　acetic　acid混合溶
液で室温で20時間行い，脱色後2m皿間隔に切りPakard
gamma　counterにて1251の含有量を測定した．トリチウ
ムの放射活性はNCS　tissue　solubilizer（Radiochemical
Center　Ltd．）で可溶化した後シンチレーション液（トルエ
ン1Z，　POP　49，　PPOPO　O，19）を加えLKB　200　scintil－
1ation　counterにて測定した．マーカーi蛋白としては
phosphorylase　b（分子量94，000），　bovine　serum　albumin
（67，000），ovalbumin（43，000），　carbonic　anhydrase（30，000），
t ypsin　inhibitor（20，100），α一1actalbumin（14，400）を用
いた．
2・11 Thy－1陽性細胞の除去
　8倍希釈のABS　100μZに2×107個の細胞を加え，室
温で30分間反応させた後培養液で洗浄し，補体源として2
倍希釈のモルモット血清200μZを加えた．370C　30分間反
応後培養液にて洗浄し，一定の細胞数に培養液に浮遊さ
せた．
2・12NK（Natural　K：iller）活性の測定
　NK活性の測定は51Cr　release　cytotoxicity　assayに
て行った．標的細胞は骨髄性白血病由来のK562を用
いた．1mZのPBSに107個のK562を浮遊させてNa
51CrO4（Radiochemica1　Center　Ltd．）を200μCi加え
37。C　45分間incubation後，培養液で2回洗浄し一定の
細胞数に調節した．丸心の96well　plastic　plate（Nunc，
Denmark）に0．1　mZに104個の51Cr標識標的細胞を浮
遊して各wellに加え，37℃45分間incubationした．
その後0．1mZの培養液に106個の脾細胞又は106個の
Thy－1陽性細胞除去脾細胞をef〔ector　cellとして加えた．
37℃18時間5傷炭酸ガスCO2　incubator内にて培養し
た．最：大遊離は1％Lubrol　PXを加え，自然遊離は培養
液を加え，培養した後1，000G10分問plateを遠心し上清
0・1mZを取り，遊離放射活性を測定した．傷speci丘。　lysis
は以下のごとく計算した．
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　％specific　lysis＝
　　　experimental　cpm－spontaneous　cpm　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×100　　　　maximum　cpm－spontaneous　cpm
2・13脾細胞のCon　Aによる活性化
5×106WKA脾細胞を補体のみ，又はABSと補体で
処理し，5m♂の培養液に浮遊し48時間2μg／mZの濃度の
Con　A（Sigma　Chemical　Co．）の存在下で培養した・培
養後PBSにて洗浄し一定の細胞数に調整し培養液に浮遊
した．
2・14　リンパ球混合培養（M正C）
　WKAラット脾細胞を50μg／mZのMitomycin　Cで
37。C　30分間処理しPBSで4回洗浄し，　stimulator　cell
として使用した．28×！04stimulator　cellと14×！04　ACI
ラット脾細胞をresponder　cellとするOne　way　MLC
を行い，120時間培養後0．5μCi　3H－thymidineを加え136
時間目にMarsh　I工harvesterでglass　woo1丘lter上に
細胞を回収した．放射線活性は1iquid　scintillation　coun－
terにて測定した．
3　結　　果
Table　l　Dガ5彦’『め雇如ηoプ’丁疫y一エα1z原8β””ぞ
　　　　　，U’αη4〃ZO麗56彦ガ∬麗6
Thymus
Bone　Marrow
Spleen
Lymph　Node
Rat
Mouse
AKR
91．5％
34．6％
11．2％
2，5％
99．0％
2．0％
31．5％
63．8％
C57　BL
9＆6％
0．0％
32．2％
62．5％
3・1Thy－1抗原の組織分布
　間接蛍光抗体法を用いてラットリンパ組織における
Thy－1抗原の分布を検討した．　Table！に示すごとく，
ABSはラット胸腺細胞の大部分と反応し，骨髄細胞の
35％，脾細胞の11％，リンパ節細胞の3傷と反応した、ラ
ット胸腺内における抗原分布をペルオキシダーゼ酵素抗体
法により検討したが，Fig．1のごとく，皮質の胸腺細胞に
はThy－1抗原が強く表現されていたが髄質の細胞は陰性
であった．骨髄のThy－1抗原陽性細胞の形態学的特徴を
明らかにする目的で免疫電子顕微鏡的観察を行った．骨
髄のリンパ球様細胞の多くはThy－！抗原陽性であった
（Fig．2）．大きな円形の核と1～2個の著明な核小体を有し
少数のミトコンドリアと多数の遊離リボゾームを細胞質内
に有する大型のblastic　cellも陽性であった．有核赤血球
やペルオキシダーゼ陽性細胞質内穎粒を有する顯粒球系細
胞はThy－1抗原陰性であった（Fig．3）．
　ABSとマウスリンパ球表面抗原との交又反応につき検
討した（Table　1），マウス胸腺細胞の100％，リンパ節細胞
の60傷，脾細胞の30％はThy－1抗原陽性でありアロ抗
Thy－1血清の結果と同様であった24）．　ABSはマウスにお
Fig．1Immunoperoxidase　staining　of　rat　thymus　section　with　ABS，　which　reacts
intensely　with　thymus　cells　in　the　cortex．　A：×108，　B＝×400．
49　（6）　1980 ラヅトThy－1抗原 561
」
・・．S誤、
隔譜藤・
勧・．・ご
　く　　　み　　　　　　　　　　　う1覇．属、
講論，
蕩．．
6鳴
5㌔一
　　F」遡
緊翻w　　タ．蹴衰‘’
吃　　’軍　　　’誠‘
躍一・灘驚．．
　　　態
　　　　‘．
．晒
　　　　Ψ　　　　　　髭
／ぱ
蝋＼　～黙
　　　　　　　　㍉．範
Rg．2
　　～肇
講鞭
涛　璽璽・
・灘
襟
　響．．
、　矯
4［、ヒ
購　　　　　戸　・購・
　　　　　　　　　播　「　ら髄「薦醗．難
燗　　　　　　　　　　　　　　　　　場
勲
　　　　　　9錠．
　　　9庄見　　∵・・
ぎ　　　　　　　どこ　　　　　　ニ
㌔罎’．説・斐
喬．
　．・　　　ρ－．　　　〆げ
　　一　～差
　　　壷
　　轡羅：
ψ　　　　　　　遭’
　　　・、’
諸
「’
運
　　　　　　　　　爆　　轡　　1，
　淫　・チ．謡．｝・．腰
．■ D、，，　・．煮　　　　　》
認．・灘．．郷。・・’．r．齢、
　　　　　　　　　　　　’血「　　　　　　．　　　　　　　　　極　　　　　　　　　　　　「　　．　　・　・ア　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・’冒・．．
Lymphocytic　cells　in　rat　bone　marrow　possessing　Thy－1　antigen　Qn　their　cell　surfaces．
Black　reaction　products　indicate　the　presence　of　Thy－1　antigen．（×38，000），
けるThy－1・1（AKR）とThy1・2（C57BL）のallogenic
differen6eを認識することはできなかった．ラットにおけ
る結果との大きな差はラット末梢リンパ球の大多数は
Thy－1陰性であるのに対しマウスでは多くが陽性である
ことと，マウスの骨髄細胞中にはラットとは逆にほとんど
陽性細胞を認めず2傷以下の陽性率であったことである．
3・2　Antibody－binding　inhibition　assay
　種々のリンパ造血系細胞にてABSを吸収することによ
りどの程度胸腺細胞とABSとの反応を抑制でぎるかに
より各種リンパ造血組織におけるThy－1抗原量を，1251－
protein　Aを用いた定量吸収試験によって検討した（Fig．
4）．胸腺細胞による吸収が一番少い細胞数で高い抑制を示
し，次いで骨髄細胞，脾細胞の順序となる．リンパ節細胞
による吸収は，細胞数を増加させても抑制率にほとんど変
化を認めない・抑制効果により各臓器細胞の平均抗原量を
推定すると，胸腺細胞は骨髄細胞の10倍，脾細胞の50倍
の抗原を有し，Thy－1陽性細胞は胸腺96，骨髄30，脾10傷
であるから，陽性細胞当りの抗原量は胸腺を1とすると骨
髄1／3，脳U／5となる．
3・3ABSによる認識される抗原の性状
　3・3・1　ラットリンパ球表面抗原
　ラクトペルオキシダーゼの触媒作用により1251で標識
した胸腺細胞膜糖蛋白lysateとABSの免疫沈降物を
SDS－PAGEにて分析した．標準蛋白との相対的易動度
から算出した分子量27，000の部分に放射線活性のpeak
を認めた（Fig・5a）．同様のpeakが過ヨウ素酸塩を用い
て3H標識水酸化ホウ素ナトリウムで標識した胸腺細胞膜
lysateとABSの免疫沈降物からも得られた（Fig，5b）．
　同様の実験をラット骨髄細胞について行った．前述のご
とく3Hで標識した骨髄細胞lysateとABSの免疫沈降
物をSDS－PAGEで分析した．37℃1時間の免疫反応時
間では，明らかなpeakは得られないが，さらに4℃20時
間の沈降反応を行いSDS－PAGEを行うと，分子量24，000
の部分に明瞭なpeakが認められた（Fig　6）．ラクトペルォ
キシダーゼ触媒による骨髄細胞の1251標識糖蛋白とABS
の免疫沈降物からは同様の条件で明らかなpeakは認めら
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Large　blastic　cells　bearing　Thy－1　antigen．　Granulocytic　cells　pQssessing　peroxidase－
positive　cytoplaslnic　granules　are　not　stained　with　ABS．（×38，000）．
れなかった・
　種々のリンパ組織の細胞にABSにより認識される抗原
が同一の抗原かどうかの確認のために，標識胸腺細胞膜よ
り得られた分子量27，000のpeakが，種々の組織でABS
を吸収した場合どの様に変化するのかを検討した（Fig．7）．
ABSを脳ホモジネート，胸腺細胞で1＝1の容量で吸収し，
3H標識胸腺細胞膜lysateと反応させた場合，分子量
27，000のpeakは認められなかった．骨髄細胞も吸収活性
をもつが，胸腺細胞や脳ホモジネートに比較してより多く
の細胞数を必要とした．脾細胞にも弱いながら吸収活性は
認められるが，肝，リンパ節細胞には認められなかった．
ABSにより骨髄細胞により認識される分子量24，000の抗
原と，胸腺細胞に認識される27，000の分子量の抗原の関
係を明らかにするために，ABSをリンパ膠細胞で吸収し，
上清を3H標識骨髄細胞lysateと反応させたところ（Fig，
8），分子量24，000のpeakは変化しなかった．脳ホモジネ
ー1・や胸腺細胞で吸収すると24，000のpeakは吸収さ
れた．
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Fig．4　Comparative　absorption　of　ABS　by　rat　thy－
　　　　Inocytes，　bone　marrow　cells，　spleen　cells　and
　　　　lymph　node　cells．　After　absorption，　residual
　　　　binding　activity　to　rat　tllymocytes　was　as－
　　　　sayed　by　using　125工一labeled　protein　A．　Ce／ls
　　　　used　fQr　absorption＝1ymph　node　cells（O一〇），
　　　　spleen　cells（0…○），　bone　marrow　cells（●一●〉，
　　　　and　thymocytes（●…●）．
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3・3・2　マウスリンパ球表面抗原
　C57．　BLマウスの胸腺細胞をラクトペルオキシダーゼに
より1251で標識し’可溶化した後LcHカラムにて糖蛋白分
画を得てABSとの免疫沈降物をSDS－PAGEで解析し
たところ分子量25，000のpeakを得た．この結果はマウス
Thy－1抗原の特徴と一．致している25，26）．この分子量25，000
の抗原は過ヨウ素酸塩による3Hの標識では効果的にラベ
ルされなかった（Fig．5）。
3・4　Thv・1抗原陽性脾細胞の免疫学的機能
　3・4・1M工Cに対する影響
3 1
h
　　　　　　10　　　20　　　30　　40
　　　　　　　SLIC．E　N脳BERS
：Fig．7　1mmunopre　cipitation　and　SDS－PAGE　ana－
　　　　　　lysis　of．3H　labeled　rat　thymus　cell　lysate
　　　　　　reacte．d　with　ABS　either　unabsorbed（a）or
　　　　　　absorbed　once（b－d，　f，　h，　i）or　twice（e，　g＞
　　　　　　with　equal　volume　of　brain．　homogenate（b），
　　　　　　thymocytes（c），　bone　血arrow　cells（d，　e），
　　　　　　spleen　cells（f，　g），1iver　homogenates．（h），
　　　　　　lymph　node　cells（i）．
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Fig．8　1皿munoprecipitation　and　SDS－PAGE　analy．
　　　　sis　of　3H　labeled　rat　bone　marrow　cell
　　　　lysate　reacted　with　ABS　either　unabsorbed
　　　　（a）or　absorbed　once　with　equal　volume　of
　　　　thymocytes（b）and　lymph　node　cells（c）、
Table　2
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　　　　　　cell　nUIllberS
口　　CQn．八〔，）
團　　Con，八（＋｝
　5
マ〔
婁
き
雌α〔ゾ〆1〃が7五y4’ノτα加甜・ゾ
ψ♂8ピ～π〃50泥診ん6ガノーMムC’ぞαc〃乙，吻
Treatment
「
囮　　c。11，A（一）
［コ　　COI1．　A〔つ
B
MLC　colnbination
　C＊alone
　370（！．00）3
47，568（128．6）
An亡i－Thy一ユ十C
　　nd4
56，272（1523）
c臼11　nUIlber5
S1（ACIγR2（ACI）
S（WKA）一R（ACI）
＊C二Complement．
1S＝
2R：
Stimulator　cells．
Responder　cells．
Fig．9田ectぐ）f　Con　A　activated　WKA　spleen　cells
　　　　pretreated　either　with　ABS　and　C（B）or
　　　　with　C　alone（A）Qn　one－way　MLC．　Sup－
　　　　pression　of　MLC　responses　were　noted　by
　　　　adding　Con　A　activated　spleen　cells．　When
　　　　Thy－1　positive　spleen　cells　were　depleted　by
　　　　treating　the皿with　ABS　and　C　before　Con
　　　　Aactivation，　their　supPressor　activity　Qn
　　　　MLC　were　abolished，
Table　3聯σoデA’疵一7んツーズ〃でα彦〃L6π‘げ’
膨66〃6β臨。η’ん8〃一NKα漉乙・勿
「rreatnlen亡T／EratiQ　％Cytotoxicity（SE）1
3Values　were　expressed　as　cpm　and　S．1．　were　in
parenthese．
4nd二not　determined．
Calone2
Anti－Thy－1十C
Antic－T十C
11100
1：100
1：100
　WKAラット島細胞をstimulator　cellとしてACIラ
ット脾細胞をresponder　ce11とするOne　way　MLCは，
responder　cellを補体処理してもまったく影響はうけず，
ABSと補体処理によりThy－1陽性脾細胞を除去した場合
でもそのMLC反応には影響はなかった（Table　2）・
　3・4・2　Con　A誘導サプレッサー細胞との関係
　One　way　MLCにCon　Aで誘導したサプレッサー細
胞を加えるとMLC反応が著明に抑制された．この抑制は
加えるサプレッサー細胞の数が増加するにつれてつよい抑
制を示した．Thy－1陽性脾細胞群をABSと補体処理に
より除去してから，Con　Aにより賦活化した脾細胞を
MLCに加えるとMLC反応の抑制効果は消失し，逆に反
応の増強が観察された（Fig．9）・
　3・4・3NK細胞との関係
　WKAラッ1・の脾細胞はK562細胞に対してNK活性
を示し，脾細胞の補体処理にてはまったく影響をうけない
が，WKAラット脾細胞中よりThy－1陽性脾細胞を除去
するとNK活性が著明に低下する現象が認められた．又
抗T細胞血清27）と補体処理によりT細胞を除去しても，
NK活性が低下した（Table　3）．
17．80（7．69）3
－0．57　（1．26）
　1．53　（4．00）
1SE：　Standered　error，
2C＝ ・mplement，
3AU　data　presented　were　from　triplic説e　deter－
mination　and　standed　error　were　in　parentheses，
4　考　　按
　マウスThy－1・1に対するアロ抗血清はラットThy－1抗
原と交又反応することは知られているが28），RIPとSDS－
PAGEによる解析ではアロ抗血清はラットリンパ球上の
Thy－1抗原を沈降させることはできなかった．したがって
著者らはラット脳より精製したThy－1　glycoproteinsを
ウサギに免疫して抗Thy－1抗体（ABS）を作製し，ラット
リンパ球上の抗原について検討した．蛍光抗体法において
ABSとラットリンパ球との反応を検討した結果は大部分
の胸腺細胞と反応し，骨髄細胞の35弩，脾細胞の11％と反
応するがリンパ節細胞とはほとんど反応せず，この結果は
抗Thy－1・1アロ血清を用いての細胞障害試験やradio－
active　binding　assayで得た結果28～30）と同様でABSが
Thy－1抗原を検出していることが示された．胸腺細胞，骨
髄細胞，脾細胞間のThy－1抗原陽性細胞の抗原量を比較
してみると，胸腺細胞は骨髄細胞の3倍，脾細胞の5倍を
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有している．
　ラット胸腺内における抗原分布は胸腺皮質細胞に強く
Thy－1抗原が表現されている．同様の分布を示す抗原は
Goldschneider31）により骨髄リンパ球に対するウサギ抗
血清（BMLA）により認識されることが報告されており，こ
の関係からも今回我々が免疫電顕により骨髄リンパ球の大
部分がThy－1抗原をその細胞表面に表現していること
を明らかにしたことは注目に値する，Goldschneider32）は
BMLAとThy4抗原が各々の抗血清により両老がCo－
cappingをおこすことより同一分子上に存在していると考
えているが，その確認には免疫化学的分析が必要であろう・
　現在のところマウスTリンパ芽球細胞26），マウス脳33），
ラット胸腺34），ラット脳lo）よりThy－1抗原が分離されて
いる．その免疫化学的性状に関しては，ラット脳のThy－！
抗原，ラット胸腺のThy－1抗原（このうち胸腺のThy－1
抗原はLcHカラムに結合するものと，しないものとがあ
る）の3つの型が報告されている3・10）．しかし骨髄のThy－1
抗原に関する報告はない．著者らはABSと標識骨髄細胞
の免疫沈降物よりSDSPAGEにより分子量24，000の抗
原を認識した．ABSは胸腺細胞より分子量27，000の
Thy－1抗原を認識しているわけであるが，この分子量のわ
ずかに異なる2つのcomponentは同一の抗原であると考
えられる・その理由として第1にABSを骨髄細胞で吸収
した場合，胸腺細胞から27，000の抗原を検出できない．第
2にABSを胸腺細胞で吸収した場合，骨髄細胞から分子
量24，000の抗原を検出できない．第3にABSを脳で吸
収した場合，胸腺細胞から27，000，骨髄細胞から24，000の
抗原を検出することはできなかった，しかもラットリンパ
組織におけるThy－1抗原はSDS－PAGEで解析する場
合，脳のThy－1抗原と胸腺のThy－1抗原に関しても分
子量に差異のあることはすでに報告されている3，10）・Stan－
dring　6融Z．35）は，ラット胸腺細胞を3Hでラベルし可溶化
しPAGE分析を行ったところ分子量25，000のところに
bandを認めたが，骨髄細胞からは同様の実験でbandを
得られなかったと報告している・著者らの実験ではABS
と標識骨髄細胞lysateとの：免疫沈降反応を37。C　1時間行
いSDS－PAGE分析を行った場合明瞭なpeakは認めら
れなかったが，さらに4℃20時間の免疫沈降反応を行い，
SDS－PAGE分析を行ったところ分子量24，000の抗原を
認識することができた，分子量24，000のpeakが非特異的
反応産物でないことはリンパ節細胞でABSを吸収してか
ら標識骨髄細胞と免疫沈降反応を行っても24，000のpeak
は消失しないが，胸腺細胞や脳ホモジネートで吸収すると
消失することからも明らかである．おそらく骨髄細胞の抗
原量が少く，認識しうる免疫沈降物を得るのに長時問の
incubationが必要なのであろう．従来マウスThy－1抗原
がラベルされる条件でラットThy－1抗原はラクトペルオ
キシダー一州触媒により1251でラベルされないと報告されて
いるが35・36），著者らの検討では，ラット胸腺Thy－1抗原
は1251により標識することができた．ラットThy－1抗原
分子には2個のチロシン残基が存在することや28），精製さ
れたラットThy－1抗原はクロラミンT法により1251でラ
ベルされる35）ことからも当然と考えられる・しかし骨髄細
胞のThy－1抗原が1251でラベルされなかったことに関し
ては，胸腺と骨髄細胞上のThy－1抗原のチロシン残基に
高次構造上の差が存在するか，骨髄細胞上のチロシン残基
がmaskされている状態で存在している可能性がある．こ
れに反しマウスThy－1抗原は過ヨウ素酸塩を用いたso－
dium　3H－borohydrideでは標識することはできなかった．
これはラットにおいても胸腺と脳のThy－1抗原分子の
carbohydrate　compositionに大ぎな差が存在し37），ラッ
トとマウス間ではさらに大きな差が存在することが推測さ
れる．
　ラットThy－1抗原の免疫化学的分析に比しThy－1抗原
保有細胞の免疫学的機能に関する研究は少ない．マウスに
おけるThy－1陽性細胞の免疫学的機能に関する研究38噌40＞
は，マウスにおけるThy－1抗原がgeneral　T　cell　mar－
kerとしての性格を有していることを示しており，ラット
におけるThy－1抗原がT細胞亜群を認識しているのとは
大きく異なっている．本研究において，ラットにおける
Con　A誘導抑制性T細胞およびNK細胞がThy4抗原
を有していることを明らかにした．従来NK細胞の特徴
としてnon－phagocytic，　non－adherent，　surface　Ig陰性，
補体レセプター陽性という点が挙げられているが，確実な
マーカーが存在しないことからNK細胞の性状，起源に関
しては十分解明されているとはいえない，Cantor　86α乙41）
はマウスのNK細胞がT細胞分化抗原であるLy－5アロ
抗原を有していると報告している．またNK細胞はpre－
thymic　T細胞であり，マウスの場合10w　densityなが
らThy－1抗原を有しているとの報告もあり42），　NK細胞
がT細胞群に属しているとの考えもあるが反論も多い．
最近マウスNK活性がマウス脳ホモジネートせウサギを
免疫して得た血清anti－brain　associated　T　cell　antigen
（anti－BAT）にて除去されることが明らかとなり43），さら
にanti－BAT血清の抗NK活性は神経起源のglycolipids
であるasialo　GM1により特異的に吸収され44），　Schwar－
ting　and　Summers45）が遺伝的にNK活性が欠落してい
るC57BL／6　bg／bg（beige）というマウス脾細胞ではasialo
GMI含有量が著明に低下していることをみい出し，　asialo
GM1がマウスNK細胞のマーカーとして注目されてきて
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いる．しかしながらラットNK細胞に関して確実なマー
カーが報告されていない現状で，Thy－1抗原とラッ1・NK
細胞との関連はNK細胞の性状，起源を明らかにするうえ
で重要であろう・また我々が従来より使用している抗うッ
トT細胞血清もNK活性を障害したが，本血清がマウス
Ly－5に近似のT細胞抗原に対する抗体を含んでいる可能
性もあり，今後の検討が必要と思われる．
　リンパ造血系細胞の個体発生は非常に興味深い問題であ
るが，ラッ1・の骨髄細胞の約30％がThy－1抗原を有して
いること11～13，32，46）と関連してHunt12）は致死量の放射
線照射ラットにThy－1陰性の骨髄細胞を移入した場合
donar由来Bリンパ球は出現せず，　Thy－1陽性の骨髄細
胞を移入した場合にdonar由来Bリンパ’球カミ出現する
ことを報告しper－Bリンパ球にThy－1抗原が分布してい
ることを見い出した．又Thierfelder30）はうヅトの雲粒球
幹細胞，Goldschneider32）はより未熟な多能性法細胞にも
Thy－1抗原が分布していることを明らかにし，ラットの
Thy－1抗原はTリンパ球亜群のマーカーとしてばかりで
なく，ラット造血島細胞のマーカーとして造血幹細胞の個
体発生を明らかにする上で重要となってきている．この意
味からも我々が免疫電顕においてリンパ球様細胞や大型
blast　ce11にThy－1抗原が分布していることを明らか
にしたことは細胞分化の過程を解明する手がかりなると考
える．我々の今回の研究および上述したような事実を考え
併せると，マウスではThy4抗原がper－TからThy－
mocyteに分化する過程で増量するというT細胞マーカー
として出現するのに対し，ラットではThy－1抗原はむし
ろ造血幹細胞からリンパ系，頼粒球系細胞の分化の初期段
階に主に発現し，T細胞系では胸腺内分化の特定の過程ま
で発現していると考えることができよう．しかしその発現
の意義や種族間におけるこのような発現様式の差異などの
意味については今後の研究にまたねばならない．
5　結　　語
　ラットThy－1抗原の分布，免疫化学的性状，免疫学的
機能につき検討し，以下の結果を得た．
　1）大部分の胸腺細胞，骨髄細胞の30％，脾細胞の10％
にThy－1抗原が分布しているが，リンパ節細胞にはほと
んど分布していない．
　2）組織内分布は，胸腺皮質細胞に強く分布しており骨
髄内ではリンパ球様細胞と大型のblast　cellに分布してい
る．しかし有核赤血球やペルオキシダーゼ直島を有する密
粒球系細胞にはみられず骨髄における造血細胞分化の初期
に出現する抗原と考え．られた．
　3）ラット胸腺のThy－1抗原はSDS－PAGEによる分
析では27，000の分子量をもち，ラクトペルオキシダーゼ触
媒による1251の標識，過ヨウ素酸塩による3Hの標識も可
能であった．このことはラットのThy－1がsialo91yco－
proteinであることを示している．
　4）ラット骨髄のThy－1抗原はSDS－PAGEによる分
析では24，000の分子量をもち，過ヨウ素酸塩による3Hの
標識が可能であった．
　5）Thy－1抗原はNK細胞やCon　A誘導サプレッサ
ー細胞の前駆細胞に分布していたが，MLC反応細胞には
なく，ラットリンパ球亜群を認識する有用なマーカーと考
えられた．
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